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^BPy Beschreibung 
Beispiel 1 

5 Generierung des CD30 bindenden Molekuls SEQ ID NO 1 und Nachweis von 0330* Tumor- Zellen mit Hilfe des 
Molekuls SEQ ID NOl. 

Die Generierung des rekornbinanten monovalenten CD30 Antigen bindenden Molekuls SEQ ID NO 1 erfolgte mit 
Hilfe der Phage display Technik (McCafTerty et al., Nature 348: 552-554, 1990; Winter und Milstein, Nature 349: 
293-299, 1991) ausgehend von einem anti-CD30 Antikorper exprimierenden Hybridom-Klon. Die variablen (V)-Regio- 

10 nen der schweren (V H ) und der leichten (V L ) Kette eines Antikorpers werden zu einem Einzel-Ketten-Molekiil verkniipft 
(Vh~V l ), wodurch eine monovalente Bindungsstelle fur das CD30 Antigen generiert wird. 

Aus den Hybridom-Zellen HRS3 (Pfreundschuh et al., Leukocyte TVping, vol. 4, Oxford University Press, pp. 
.419-422, 1989) wurde polyA+rnRNS nach dem Fachmann bekannten Verfahren gewonnen (vSambrook et al., Molecular 
Clonig, 2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Poress, Cold Spri ng Harbor, N.Y., pp. 8.11-8.13, 1989). Die mRNS 

15 wurde mit Hilfe der reversen Transkriptase in cDNS umgeschrieben. Als Startermolekule diente ein Gemisch aus Hexa- 
desoxyribonukleotiden ("primed first-strand reaction mix" Pharmacia Biotech, Freiburg, Cat. No. 27-9400-01). Mit Hilfe 
der PGR wurde die cDNS der variablen Region der schweren (Vh) und leichten Kette ( V L ) der Antikorper unter Verwen- 
dung Immunglobulin-spezifischer Oligonukleotide ("heavy primer 1", "heavy primer 2", "light primer mix", Pharmacia, 
Cat.Nr. 27-1583-01, 27-1586-01) amplifiziert. In einer zweiten PCR-Reaktion wurde die V H - (ca. 340 bp) und V L -cDNS 

20 (ca. 325 bp) mit Hilfe einer Verbindungssequenz, kodierend fur ein (Gly4Ser)3-Peptid (Huston et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 85: 5879-5883, 1988), zu einem Molekul verbunden, Diese Verbindungs-DNS ist so beschaffen, daB sie mit ei- 
nem Ende mit dem 3-Ende der V H -cDNS und mit dem anderen Ende mit dem 5-Ende der V L -cDNS hybridisiert ("lin- 
ker-primer-mix, Pharmacia, Cat.Nr. 27-1588-01). Nach Hybridisierung wurde das VH-linker-V L Fragment (scFv) (ca. 
750 bp) reamptifiziert, wobei OiigonuMeofide ("RS-primer-mix", Pharmacia, CatNo. 27-1589-01) benutzt wurden, wel- 
- 25 che die Enden der PCR Produkte mit flankierenden Schnittsteilen fiir die Restriktionsendonukleasen Sfi I (5' V H -Ende) 
und Not I (3' V L -Ende) aussLatten. Nach Spaltung dieser Restriktionsstelleri erlauben die so generierten DNS-Enderi eine 
gcrichtctc Integration in die Sfi I/Not I lincarisicrtc pCANTAB 5E Phagcmid DNS (Pharmacia, Cat.Nr. 29-9401-01). Das 
scFv-Fragment wird in diesem Phagemid als Fusionsprotein mit dem Phagen Protein gp3 auf der Phagenoberflache ex- 
primiert. 

30 Zur Produktion der Phagen mit dem CD30-bindenderi Molekul wurden TGI E.coli Bakterien mit der rekornbinanten 
Phagemid-DNS transformiert und anschlieBend mit M13K07 Helferphagen infiziert. Unter Verwendung des anti-idiot- 
ypischen Antikorpers 9G10 (Pohl et al.,.Int. J. Cancer 50: 95 8 T 96?, 1992) wurden mit Hilfe der Panning-Technik nach 

dem Fachmann bekannten Verfahren (Huston et al., Proc. Natl. Aca d. Sci. USA 85: 5879-5883, 1988) selektiv_die Pha^_ 

gen angereichert, die das CD30. Antigen zu binden vermdeen. Mit diesen Phagen wurden TGI E.coli Bakterien infiziert 

.35 und die Phagen amplifiziert. Die erhaltene CD30 Antigen bindende, rekombinante Domane mit einer Bindungsvalenz 
hat die in SEQ ED NO 1 gezeigte cDNS und abgeleitete Aminosaure Sequenz. 

Zum Nachweis von CD30 expimierenden Himorzellen mit Hilfe des rekornbinanten CD30-bindenden Molekul SEQ 
ID NO 1 wurden L540 Zellen (CD30 + Hodgkin Lymphom-Zellen) (Diehl et al., Cancer Treatment Reports 66: 615-632, 
1982) und BL60 Zellen (CD30" Burkitt Lymphom-Zellen) (Lenoir et al., in: Pathogenesis of leukemias and lymphomas: 

40 environmental influences. Hrg: Magrath, O'Connor, Ramot. Raven Press, New York, 283 pp., 1984) mit.dem CD30-bin- 
denden Phagen (M 1 3-SEQ ID NO 1) inkubiert. Als Kontrollen dienten Inkubationen mit dem "leeren" Phagen M13 ohne 
Insertion sowie mit einem rekornbinanten Phagen M13-scFv-B72.3, der eine Bindungsdomane spezifisch fur das TAG72 
Antigen tragt (Hombach et al., Gastroenterology 113, 163 170, 1997). Die Zellen wurden gewaschen und anschlieBend 
mit einem Schafanti-M 1 3 Antikorper (Pharmacia Biotech, Cat.Nr 27-941 1-01) inkubiert. Der Nachweis der Bindung er- 

,45 folgte mit Hilfe eines FlTC-gekoppelten Kaninchen anti-Schaf Immunglobulin Antikorpers (Immunotech) und mit Hilfe 
der Fluoreszenz-aktivierten Zell- Analyse (FACS). ■ 

■ Ergebnis 

50 Phagen mit der Bindungsdomane SEQ ED NO 1 binden spezifisch L540 Zellen (CD30 4 "), jedoch nicht BL60 Zellen 
(CD30") (Abb* 1). Inkubationen der Zellen mit dem "leeren" Kontrollphagen Ml 3, der kein CD30 bindendes Molekul 
enthalten, sowie mit dem TAG72-bindenden Phagen M13-scFv-B72.3 zeigen keine spezifische Bindung an CD30 1 - Zel- 
len. Daraus schlieBen wir, daB das Molekul SEQ ID NO 1 eine spezifische Bindung an CD30* Zellen vermittelt und zur 
Identifizierung dieser Zellen geeignet ist. 

55 ... - . . 

. -.'.«. . Beispiel 2 , • . 

Ilemmung der Proliferation von CD30 4 " Tumor- Zellen mit Hilfe der rekornbinanten monovalenten CD30 Antigen bin- 
denden Domane SEQ ID NO 1 . ' . 
• 60 Aus dem rekornbinanten Phagen Ml 3-SEQ ID NO 1 (aus Beispiel 1) wurde die losliche SEQ TD NO 1 Domane nach 
folgendem Verfahren prapariert (analog zu Pharmacia Biotech, Cat.Nr. 27-9401-01) Rcoli HB2151 Bakterien wurden 
mit Ml 3-SEQ ID NO 1 infiziert, Bakterien-Kolonien isoliert und zur Induktion der Produktion lbslicher SEQ ID NO 1 
Antikorper in Glukose-freiem Medium kultiviert. Der losliche SEQ ED NO 1 Antikorper wurde aus dem Uberstand und 
dem Periplasma der Bakterien durch Affinitatsbindung an den idiotypischen Antikorper 9G10 angereichert (Pohl et al., 
65 Int. J. Cancer 50: 958-967, 1992). 

L428 Hodgkin's Lymphomzellen (CD30*) und BL60 Burkitt's Lymphom-Zellen (CD30~) wurden zu 10 3 ZeUen in 
100 ul Kulturmedium (RPMI 1640 Medium, 10% foe tales Kalberserum) pro Loch einer 96-Loch-Mikrotiterplatte aus- 
gesat. Den Zellen wurden das Polypeptid SEQ ID NO 1 und als Kontrolle des Polypeptid scFv-B72.3, das Bindungsspe- 
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zifitat fur das TAG72 Antigen aunBRt, jeweils in den Konzentrationen 1 ug/ml und^l^/ml hinzugegeben. Als weitere 
Kontrolle diente eine "ScheinMnkubation der Zellen ohne Polypeptid. Am Tag 6 der Inkubalion wurde jeweils die Zell- 
vitalitat mit Hilfe des "XTT-Tests" (Boehringer Mannheim, Cat.Nr. 1465015) gemessen. Dieser Test beruht darauf, daB 
das Tetrazoiium-Salz XTT zu Formazan durch das Succinat-Tetrazolium Reduktase Enzymsystem gespalten wird, das 
Teil der Atmungskette der Mitochondrien ist und nur in lebenden Zellen aktiv ist. Die Menge des gebildeten Formazans 5 
korreliert mit der Anzabl lebender Zellen in der MeBprobe. 

Ergebnis ' 

Die L540 Lymphom-Zellen (CD30*) stellen in Gegenwart des Polypeptids SEQ ID NO 1 ihre Proliferation eiri, nicht io 
jedoch in Gegenwart des scFv-B72.3 Polypeptids. Die BL60 Lymphom-Zellen (CD30^") proliferieren sowohl in Gegen- 
wart des SEQ ID NO 1 als auch des scFv-B72.3 Polypeptids (Tabelle 1). Wir schlieBen daraus, daB die rekombinante und 
monovalente Domane SEQ TD NO 1 mit Bindungsspezifitat fur das CD30 Antigen die Proliferation von CD30* Lym- 
phom-Zellen zu hemmen und den Zelltod einzuleiten vermag. 



Tabelle 1 

: XTT-Metabolisierung von L540 (CD30*) und BL60 (CD30") Zellen in Gegenwart von anti-CD30 SEQ ID NOl Poly- 
peptid 



Zellen , . 




Inkubation mit 
SEQ ID NO 1 

[ l|lg/mL 3 ■ [ 10ji.g/ml ] 


scFv-B72 , 
[lUg/ml] 


.3 . 

[lO^g/ml] 


L540 


0,92' 


0,74.: ' 


[ 0, 38 ' 


0,98. 


0,87 ; 


BL60 


1,14 


1,06 


1,11.,.. . 


1,09 


1,02 v 



15 



20 



25 



30 



Die Zellen (10 3 Zellen in 100 ul Medium) wurden ohne Polypeptid 1 ■[-] oder in Gegenwart des anti-CD30 Polypeptids 
SEQ ID NO 1 oder des anti-TAG72 Polypeptids scFv-B72.3 inkubiert und die XTT Metabolisierung am Tag 6 gemessen. 35 
Angegeben ist die Absorption A495 nm - A690 rim. ; 

■ ■ Beispiel 3 > 

Hemrnung der Proliferation von CD30 + Tumor-Zellen mit Hilfe der CD30 Antigen bindenden Domane SEQ ID NO 1 , 40 
die mit einer zellaktivierenden Signalkette gekoppelt ist. 

Die CD30- Antigen bindende Domane SEQ ID NOl aus Beispiel 1 wurde mit Hilfe der PCR Reaktion unter Verwen- 
dung der Starter-Oligonukleotide 5 , -GCGGCCCAGTCTAGAATGGCCCAG-3' und 5'-GGTTCCAGCGGATCCGGA- 
TACGGC-3' amplifiziert. Dadurch werderi 5' eine Xbal- und 3' eine BamHI-Spaltstelle in das PCR-Produkt eingefiihrt. 
Nach Spaltung mit Xbal und BamHI wurde das PCR-Produkt in die Xbal und BarnHI S telle des Expressionsplasmids 45 
pRSVscFvRy (Eshhar et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 720-724,' 1993) inseriert. Der Expressionsvektor leitet sich 
von dem Plasmid pRS V2neo ab und verfiigt uber eine RS V LTR gesteuerte Expressionskassette, die die leader-Sequenz 
der SC15K-Immunglobulin-Leichtkette sowie die cDNA Sequenz der transmembranen und zytoplasmatischen Domane 
der signalleitenden y-Untereinheit des humanen FceRI Rezeptors enthait. Die in dem Vektor enthaltene DNA fur das 
anti-TNP scFv-Fragment Sp6-scFv wird deletiert und duf ch die DNA der SEQ ID NO 1 ersetzt. Die Expressionskassette 50 
kodiert nunmehr fur ein Fusionsprotein bestehend aus der monovalenten CD30 bindenden Domane SEQ ID NO 1 und 
dem transmembranen und zytoplasmatischen Anteil der Y-Kette^des FceRI Rezeptors. CO 

Die DNA wurde mit Hilfe der Elektroporation (ein Puis, 250 V, 2,4 mF, Elektroporator EasyJect, Stratagene, Heidel- ™^ 
berg) inMD45 T-Zellen (Kaufmann et al., Transplant. Proc. 13: 1170-1174, 1981) ubertragen. In Gegenwart von G418 
(2 mg/rnl) wurden transfizierte Zell-Klone (F8 und CI) isoliert, die den CD30-bindenden Rezeptor auf der Oberflache 55 
exprimieren. Die Zellklone wurden hinsichtlich ihrer Aktivitat, CD3Q 1 " Lymphomzellen spezihsch zu erkennen und in ih- 
rem Wachstum zu supprimieren, gepruft. 

F8 und CI Zellen sowie als Kontrolle nicht-transftzierte MD45 Zellen wurden 48 Stunden mit Glutaraldehyd-fixierten 
L540 Zellen kokultiviert. Vitale L540 Zellen (CD30 + ) sowie BL60-Lymphom-Zellen (CD30") wurden mit Europium- 
DPTA nach bekanntem Verfahren (Blomberg und Ulfstedt, J. Immunol. Meth. 1 60: 27-34, 1 993) markiert und anschlie- 60 
Bend mit den vorstimulierten F8, CI und MD45 Zellen in unterschiedlichen Zahlenverhaltnissen (5 : 1; 2,5 : 1; 1 : 1; 
0,5 : 1) (Effektorzellen : Zielzellen) gemischt. Nach 6 Stunden Inkubation wurde die Europium- Konzentration im Kul- 
turiiberstand mittels zeitdifferenzierter Fluorometrie bestimmt. Die spezifische Zell-Lyse wurde ermittelt nach 

X = [A-C]/[B-C] 65 Q 

fiir X = spezifische Europium-Freisetzung [%], A = ermittelte Europium-Freisetzung [cpm], B = maximale Europium- e ^*» 
Freisetzung nach Ziigabe>von 1% (v/v) Nonidet P-40, C = spontane Europium-Freisetzung [cpm]. • ^ 

3 
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Ergebnis 

L540 Lymphom-Zellen (CD30+) werden in Abhangigkeit von dem Verhaltnis Effektorzellen : Zielzellen lysiert (Abb. 
2A), wahrend BL60 Lymphom-Zellen (CD300 nicht lysiert werden (Abb. 2B). Nichttransfizierte MD45 Zellen induzie- 
ren keine Zell-Lyse der Lymphom-Zellen. Wir schlieBen aus diesem Experiment, daB die CD30 bindende Domane SEQ 
ID NOl als Fusionsprotein mit der Y-Kette des FceRI Rezeptors eine spezifische Zytoiyse durch zytotoxische T-Zellen zu 
vermitteln vermag. Die Zytoiyse ist spezifisch, da ausschlieBlich CD30+ Zellen, nicht aber CD30"~ Zellen lysiert werden. 

.»,.... Beispiel4 



Ilemmung der Proliferation von CD30* Tumor- Zellen mit Ililfe von CD30 RNS bindenden Oligonukleotiden. 

Das CD30 Antigen wird von einer 3,6 kb groBen RNS kodiert (Diirkop et al., Cell 68, 421^27, 1992). Die cDNS Se- 
quenz ist. in der EMBL GenBank unter acc. no. M83554 hinterlegt. Wir leiteten die DNA-Sequenz fur zwei Oligonukleo- 
tide (anti-sense 1, anti-sense 2) ab, die an die CD30 RNS an den Positionen 217 r 233 und 272-286 hybridisieren, sowie 
15 ein Kontroll-Oligonukleotid (sense 1) in sense-Orientierung und ein Oligonukleotid (non-sense 1) mit denselben Basen 
in zufalliger Reihenfolge. 

Sequenzen der Oligonukleotide 

20 anti-sense Oligonukleotid 1: 5GACGCGCATCCCCGG3' 

anti-sense Oligonukleotid 2: 5'(XrrGTGGGAAGGCTC3' , • 

sense OUgonukleotid 1: 5 CCGGGGATGCGCGTC3' * 
. non-sense Oligonukleotid 1: 5'A2TiG 5 e73' » . : . ■ .V 0 ~ 

25 L428 Hodgkin Lymphomzellen (CD30 + ) und BL60 Burkitt Lymphom-Zellen (CD3CT) wiirden in VerdUnhungen zu je 
10 3 und 5 x 10 2 Zellen in 100 ul Kultunnedium (RPMI 1640 Medium, 10% foetales Kalberserum) pro Loch einer 96- 
Loch-Mikrotitcrplattc ausgcsat. Den Zellen wurden jewcils die Oligonukleotide (anti-sense Oligonukleotid 1, anti-sense 
Oligonukleotid 2, sense Oligonukleotid 1, non-sense Oligonukleotid 1) jeweils in den Konzentrationen 10 uM, 20 uM, 
40 uM hinzugegeben. Als weitere Kontrolle diente eine "Schein"-Inkubation der Zellen ohne Oligonukleotid. Am Tag 5 

30 der Inkubation wurde jeweils die Zellvitalitat mit Hilfe des "XTT-Tests" (Boehringer Mannheim, Cat.Nr. 1465015) ge- 
rnessen. Dieser Test beruht darauf, daB das Tetrazolium-Salz XTT zu Formazan durch das Succinat-Tetrazolium Reduk- 
tase Enzyrnsystem gespalten wird, das Teil der Atmungskette der Mitochondrien ist und nur in lebenden Zellen aktiv ist. 
_ Die M en ge de s gebildeten F ormazans korrelier t mit de r Anzahl lebe nder Zellen jn der Me B probe. 



35 Ergebnis 

L428 Zellen (CD30*') stellen in Abhangigkeit von der Konzentration anti sense Oligonukleotid 1 und 2 ihre Prolifera- 
tion ein und sterben. Bei Inkubationen mit dem sense-Oligonukleotid I und dem non-sense Oligonukleotid ist keine si- 
gnifikante Anderung der Zellproliferation zu beobachten (Abb, 3a). 
40 BL60 Zellen (CD30~) zeigen keine Anderung der Zellproliferation in Gegenwart der CD30 anti-sense Oligonukleotide 
1 und 2 oder in Gegenwart der Kontroll-Oligonukleotide (Abb. 3b). 

Wir schlieBen aus diesen Ergebnissen, daB die Proliferation CD30* Tumor-Zellen in Gegenwart von Oligonukleotiden, 
deren Sequenz homolog zu der CD30 spezifischen mRNS Sequenz ist, inhibiert wird und die Zellen anschlieBend dem 
Zelltod unterliegen. 



Patentanspriiche 



1 . Verfahren zur Unterdriickung der unbegrenzten Proliferation, Tumorbildung oder Metastasierung von CD30 An- 
tigen exprirnierenden Zellen, umfassend die Verwendung eines Molekuls, das spezifisch an das CD30 Antigen bin- 

50 det, ohne eine zellulare Aktivierung durch das CD30 Antigen auszulosen, dadurch gekennzeichnet, daB eine Nu- 

kleinsaure oder deren Derivat verwendet wird, die an die CD30 spezifische RNS bindet. 

2. Nukleinsauren oder deren Derivate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie an die.CD30 spezifische 
RNSbinden. t J. 

3. Verfahren zur Unterdruckurig der unbegrenzten Proliferation, 1\]morbiidung oder Metastasierung von CD30 An- 
55 tigen exprirnierenden Zellen, umfassend die Verwendung eines Molekuls, das spezifisch and das CD30 Antigen bin- 
det, ohne eine zellulare Aktivierung durch das CD30 Antigen auszulosen, dadurch gekennzeichnet, daB ein Inhibi- 
tor der CD30 vermittelten _ Signaltransduktion verwendet wird. 
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Abb. 1 

FACS-Analyse von L540 Hodgkin's Lymphom Zellen (CD30+) (A) und 
BL60 Burkitt's Lymphom-Zellen (CD30-) (B) mit Hilfe der CD30-Antigen 
bindenden Domane SEQ ED NO I. 



Die Zellen wurden wie im Beispiel 1 beschrieben mit dem Phagen M13- 
SEQ ID NO 1 inkubiert und die Bindung mit Hilfe eines Schaf anti-M13 

Antikorpers und eines FITC-anti-Schaf Antikorpers nachgewiesen [ ]. 

Als Kpntrollen dienten Inkiibationen ohne M13-SEQ ID NO 1 [ ], 
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Abb. 2 

Spezifische Zytolyse CD30+ L540 Lymphomzellen (A), nicht aber von 
CD30" BL60 Lymphom-Zellen (B) durch F8 und CI Zellen mit der anti- 
CD30 Domane SEQ ID NO 1. 
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Abb. 3 a,b 

XTT-Metabolisierung von L428 (CD30+) und BL60 (CD30-) 
Lymphomzellen in Gegenwart von CD30 RNS bindenden 
Oligonukleotiden. * ' 

Die Zellen wurden in einer Konzentration von 10^ Zellen/100 [-•-] 
und 5 x 10 2 Zellen/100 fxl [ -o- ] Kulturmedium ausgesat und in 
Gegenwart der Oligonukleotide (10 nM, 20 \iM 9 40 ]tM) inkubiert. Am 
Tag 5 der Inkubation wurde die Zellvitalitat mit Hilfe der 
Metabolisierung von XTT durch photometrische Messung der Absorption 
bei 495 nm/690 nm bestimmt. 



a. L428 Zellen 
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